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Utilisation de dipyrido (4,3-b)(3,4-f) indoles pour la preparation de medicaments utiles pour le 
traitement du SIDA. 



® La presente invention concerne I'utilisation de dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles de formule : 




CM 
< 
CM 



dans laquelle : - Ri est I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe alkyle en Ci-C s , un groupe alkyl(Ci-Cs)- 
thio, un groupe alcoxy en Ci-C 6 , un halogens, de preference le chlore ou un groupe amino non substitue 
ou substitue par un groupe de formule : 



o 

CO 



- CH - (CH 2 ) n - N 



/ R 3 



CL 
LU 



dans laquelle R 3 et R<- identiques ou differents, represented chacun I'hydrogene ou un radical aikyle en Ci- 
Cg, Rs represente I'hydrogene ou un radical alkyle en Ci-C 6 et n represente un nombre entier de 1 a 10 
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R 2 est I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C*, et de leurs sels pharmaceutiquement acceptables pour la 
preparation de medicaments utiles pour le traitement du SIDA. 
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Utilisation de dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles pour la preparation de medicaments utiles pour le 

traitement du SIDA. 



La presents invention a pour objet I'utilisation de dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles pour la preparation de 
medicaments utiles pour le traitement de i'immunodeficience humaine, egaiement connue sous le nom de 
SIDA. 

Le SIDA ou syndrome d'immunodeficience acquise est la phase terminals d'une maladie, connaissant 
5 actuellement une expansion epidemique, dont I'agent responsable est 1'un des retrovirus de I'immunodefi- 
cience humaine ou virus HIV (HIV 1 ou HIV 2). 

Les virus HIV, transmis notamment par voie sexuelle ou a I'occasion d'une transfusion sanguine avec 
du sang contamine, ont pour cibles les cellules ayant a leur surface un recepteur antigenique connu sous la 
denomination de molecule de surface CD4 ou recepteur CD4. Les lymphocytes T4 qui jouent un role 
w essentiel dans le systems immunitaire, possedent ce recepteur CD4 et sent done des ceilules-cibles des 
virus HIV. 

L'infection par les virus HIV debute done par la fixation des particules virales, et plus particulierement 
de la proteine gp 120 de I'enveloppe virale, sur les recepteurs CD4 des lymphocytes T4. Elle se poursuit 
par la fusion de I'enveloppe virale et de la membrane celluiaire ; TARN du genome viral est ensuite transcrit 
15 a I'aide d'une enzyme particuliere, la transcriptase inverse ou reverse transcriptase (qui n'existe pas dans 
les cellules normales) en ADN double brin et integre au genome celluiaire. 

Une cellule ainsi infectee synthetise alors les proteines virales et notamment la proteine gp120, qui se 
loge sur la membrane celluiaire. Du fait de la grande affinite de la proteine gp 120 pour les recepteurs CD4, 
cette cellule infectee peut fixer des lymphocytes T4 sains et former un syncytium incapable de survivre. 
20 Une seule cellule infectee peut done provoquer la mort de nombreux lymphocytes T4 sains. 

D'autre part, des proteines virales gp 120 isolees circulent parfois dans le sang et la lymphe et se lient 
aux recepteurs CD4 des lymphocytes T4 sains, lesqueis deviennent alors des ceilules-cibles pour le 
systeme immunitaire. 

Les virus HIV se repiiquent aussi dans les monocytes, les macrophages et les cellules apparentees et 
25 perturbent probablement leur fonctionnement. L'infection par un virus HIV peut d'une certaine maniere 
modifier la quantite ou la structure des cytokines produites par les macrophages actives et les lymphocytes 
actives, ces cytokines s'averant alors toxiques pour les lymphocytes T4 auxiliaires. 

L'un quelconque des mecanismes ci-dessus entratne la destruction des lymphocytes T4 et simultane- 
ment I'effondrement du systeme immunitaire. 
30 Differents moyens d'action sur les virus HIV ont deja ete envisages, notamment au niveau de la phase 
de fixation des virus sur les ceilules-cibles ou au niveau de la replication des virus. 

A cet effet, on peut se referer notamment a I'ouvrage de F. BARRE-SINOUSSI et al. intitule "LE SIDA 
EN QUESTION", Collection Temoins d'Aujourd'hui, edite par PLON (1987) et a ('article de R. YARCHOAN 
et al. intitule "LES TRAITEMENTS DU SIDA", dans la Revue "Pour la Science" Decembre 1988, p. 94-104. 
35 Les inhibiteurs de la transcriptase inverse actuellement utilises dans le traitement du SIDA sont des 
didesoxynucleosides, qui sont des analogues des nucleosides, et notamment I'azidothymidine (AZT). 

Le probleme avec ces inhibiteurs est qu'ils ne sont jamais totalement specifiques et qu'a certaines 
doses ils peuvent empecher la division des cellules non infectees, entraTnant ainsi des toxicites importances, 
necessitant I'interruption du traitement. 
40 On a egaiement propose I'utilisation d'oligonucleosides, complements res d'une partie des ARN 
messagers viraux. 

On a maintenant trouve que Ton peut utiliser dans le traitement du SIDA, des dipyrido [4,3-b] [3,4-f] 
indoles. 

Ces dipyrido [4,3-bJ [3,4-f] indoles repondent a la formule : 

45 



50 



3 
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dans laquelle : 

- Ri est I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe alkyle en Ci-C 6 , un groupe alkyKd-CsJthio, un groupe 
alcoxy en Ci-Cg, un halogene, de preference le chlore ou un groupe amino non substitue ou substitue* par 
un groupe de formuie : 



dans laquelle R 3 et FU identiques ou differents, represented chacun I'hydrogene ou un radical alkyle en Ci- 
C 6 , Rs represents I'hydrogene ou un radical alkyle en Ci-Cs et n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 

- R 2 est I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C+. 

Ces composes, qui presentent des proprietes cytotoxiques et antitumorales remarquables, ont ete 
decrits pour la premiere fois dans le brevet FR 2.387.229 et fait I'objet de nombreuses publications. 
L'activite antitumorale de ces composes sur la leucemie L 1210 a ete decrite notamment par : 

- J.C. CHERMANN et al. dans C.R. Acad. Sc. Paris, 1977, 285, serie D, 945-948 ; 

- R. LID ERE AU et al. dans Bull. Cancer (Paris) 1980, 67,1 , 1-8 ; 

- J.C. CHERMANN et al. dans Proc. Xth Intern. Congr. Chemother., 1978. Vol. 1, 1200-1201. 

Les proprietes antitumorales de ces composes ont egalement ete observees dans le cas de la leucemie 
de Friend, du melanome B16, du carcinome de Lewis et des tumeurs induites par la souche Moloney du 
virus du sarcome murin. 

Un compose particulierement interessant de cette serie est le compose de formuie I dans lequei Ri est 
le groupe de formuie -NH-(CH 2 )3-N{C 2 H 5 )2 et R2 est I'hydrogene. Ce compose, le 1-[( 7 -diethylaminopro- 
pyl)amino3-5-methyl-dipyrido [4,3-bJ [3,4-f] indole, est bien connu sous la denomination BD 40. 

Ce compose est egalement denomme [[<diethylamino)-3 propyl] amino] -10 methyi-6 5H-pyrido [3,4: 
4,5] pyrrolo [2,3-g] isoquinoleine et possede maintenant la denomination commune international 
" P AZELLl PTI N E " . 

Les effets du BD 40 ont ete egalement etudies sur des cellules en culture (voir M. J. VILAREM et al., 
Biochimie, 1982, 64, 923-932). II a ete constate que la viabilite et la morphologie des cellules (lignee 
celiulaire murine D55 et fibroblastes murins NIH - 3T3) sont affectees de maniere irreversible par des 
traitements pendant 24 heures a I'aide du BD 40 a des concentrations egales ou superieures a 0,10 uM. 

On a attribue de telles proprietes au pouvoir du BD 40 de s'intercaler dans I'ADN (voir notamment E, 
MOUSTACCHI et al. Cancer research, 1983, 43, 3700-3706 et TOURBEZ-PERRIN et al. Bull. Cancer 
(Paris), 1980, 67^ , 9-13). 

On a maintenant trouve, de fagon surprenante, que le BD 40 et les composes apparentes inhibent 
notamment la transcriptase inverse des virus HIV. agent responsable du SIDA ainsi que la production virale 
des lymphocytes peripheriques infectes par les virus HIV. 

On a egalement constate que le BD 40 est capable d'inhiber la replication du virus HIV au sein meme 
des macrophages, effet qui devrait contribuer a limiter la propagation du virus HIV a laquelle participent ces 
cellules. 

Ainsi, la presente invention a pour objet I'utilisation des dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles de formuie I. telle 
que definie precedemment ou de leurs sels p harm ace utiquement acceptables pour la preparation de 
medicaments utiles pour le traitement du SIDA. 



- CH - (CH 2 ) n - N 




'5 
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Les composes de formule I ci-dessus, dans faquelle : 
Ri est I'hydrogene, le chlore ou un groupe de formule 



-NH-CH-(CH 2 ) n 
R 5 




dans laquelle n est un nombre entier compris entre 1 et 4, R3 et R* identiques ou differents, 

represented iTiydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C 6 , de preference en C1-C4. ; R 5 est I'hydrogene ou un 

groupe alkyle en C1-C4, de preference ie groupe methyle, 

- R 2 est I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C*, de preference le groupe methyle, ainsi que leurs sels 
pharmaceutiquement acceptables, sont des composes preferes aux fins de l*invention ; le BD 40, 
notamment sous forme de trimaleate ou de trichlorhydrate, etant particulierement prefere. 

Ces composes peuvent etre obtenus notamment par les procedes decrits dans le brevet FR 2.387.229. 

Les doses a utiliser dependent du stade de revolution de la maladie. 

On utilisera avantageusement les dtpyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles par voie intraveineuse. Par exemple 
dans le cas de patients souffrant d'un SIDA avere qui s'exprime sous la forme d'un sarcome de Kaposi, des 
injections de trichlorhydrate de BD 40 en perfusion de 50 a 300 mg/m 2 /jour par cures de 3 jours 
administrees a 3 semaines d'intervalle I'une apres I'autre, sont appropriees. 

L'invention va maintenant §tre decrite plus en detail par les tests ci-apres. 

1/ - Dosage de la transcriptase inverse 

Le trichlorhydrate de BD 40 (sel ci-apres appele "BD 40"), obtenu par reaction de la base BD 40 en 
phase aqueuse avec une solution aqueuse d'acide chlorhydrique, a et6 teste dans un premier temps en tant 
qu'inhibiteur direct sur I'activite enzymatique de ia transcriptase inverse du virus HIV 1. 

L'activite enzymatique a ete testee en utilisant une amorce synthetique et un substrat radiomarque au 
H 3 "in vitro" en presence de differentes doses du BD 40. La quantite de materiel radiomarque precipite, 
exprimee en coups par minute, est proportionnelle a l'activite de la transcriptase inverse. 

Les resultats obtenus figurent sur le graphe de la figure 1 , sur laquelie on a porte en ordonnees, ia 
quantite de materiel radiomarque en coups par minute (RT en cpm) et en abscisses les quantites de BD 40 
testees. 

On constate que I'activite de la transcriptase inverse du virus HIV est totalement inhibee par Ie BD 40 
aux concentrations les plus elevees, de 1 mg/ml a 50 ug/ml. 

A parti r de la concentration en BD 40 de 5 ug/ml on observe une activite de P enzyme du meme niveau 
qu'en I'absence d'inhibiteur. 

11/ - Test d'infectivite de lymphocytes peripheriques 

Les lymphocytes obtenus apres stimulation a la PHA (Phytohemagglutinine) de cellules issues d'une 
cytapherese, ont ete infectes par une dilution appropriee de virus HIV 1 afin d'obtenir un pic de production 
virale aux environs du quinzieme jour apres infection. Differentes doses du BD 40 ont ete ajoutees au milieu 
de culture au moment de I'infection et pendant toute la culture afin de determiner les doses toxiques et 
protectrices. 

Pour determiner le mecanisme d'action du compose, ceiui-ci a ete ajoute a la culture soit pendant une 
periode de preincubation des cellules avant infection, soit pendant toute la periode de culture suivant 
I'tnfection. 

Le suivi de la production virale des lymphocytes a ete realise par dosage de I'activite de la 
transcriptase inverse dans ia culture tous Jes 3 ou 4 jours. 

Les resultats obtenus, avec le BD 40 a la concentration de 12,5 ng/ml, figurent sur les differentes 
courbes de la figure 2 qui expriment l'activite de la transcriptase inverse (RT en ordonnees) en fonction du 
temps en jours. 

Fig. 2a : BD 40 ajoute pendant la periode de preincubation des cellules avant infection. 
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Fig. 2b : BD 40 ajoute pendant la culture qui suit i'infection. 
Fig. 2c : BD 40 ajoute a la culture, uniquement apres 1'infection. 
Fig. 2d : Pas de BD 40. Contrdle HiV 1. 
En examinant ces courbes, on observe que la presence du BD 40 a la concentration de 12,5 ng/mi. lors 
5 d'une preincubation d'urie heure avant I'infection (Fig. 2a), suffit a inhiber totalement la production virale de 
lymphocytes infectes. Le meme resultat est obtenu lorsque le BD 40 est present aussi pendant la culture 
qui suit I'infection (Fig. 2b). L'addition du BD 40 a la culture (Fig. 2c) uniquement apres I'infection. fait 
apparattre un pic de production virale qui reste d'un niveau plus faible que le pic obtenu en I'absence 
d'inhibiteur (Fig. 2d). 

10 

HI/ - Action du BD 40 sur la production du virus HIV par les lymphocytes peripheriques 

Ce test a ete realise comme suit. 
is Les lymphocytes humains ont ete isoles sur gradient de Ficoll a partir du sang peripherique d'un 
donneur seronegatif. Prealablement au traitement, ils ont ete stimules par la phytohemagglutinine p (PHA-p) 
(Difco) pendant 3 jours, lis sont ensuite maintenus en culture dans un milieu RPMI sans glutamine (GIBCO, 
Ref. 041.01870M, contenant 10 % de serum de veau fetal (FLOW, Ref. 29.101.711), 1 % de glutamine 
(GIBCO, Ref. 043.05030H), 1 % d'une solution d'antibiotiques (GIBCO, PSN, Ref. 043.05640H), 10 % d'une 
20 solution d'interleukine 2 (BIOTEST, Ref. 81.1020), et 2g/ml de polybrene (SIGMA, Ref. 36F.3686 P. 4515). 

Du trichlorhydrate de BD 40 (sel ci-apres appele BD 40) est ajoute aux doses non toxiques de 3,2 
jusqu'a 25 ng/mi en meme temps que I'infection virale. La production du virus dans le surnageant est 
mesuree par I'activite reverse transcriptase apres concentration des cellules infectees par centrifugation. 
Les resultats obtenus figurent sur les courbes de (a figure 3 qui donne I'activite de transcriptase inverse 
25 (RT en ordonnees) en fonction du temps pour des quantites donnees de BD 40. 

Pour des concentrations non toxiques en compose BD 40 de 25 ng/ml a 6,25 ng/ml, on observe une 
inhibition tres importante de la production virale des lymphocytes peripheriques infectes. A la concentration 
de 3,12 ng/ml, un pic de production virale apparait d'un niveau inferieur a celui obtenu en I'absence 
d'inhibiteur. 

30 Les resultats obtenus dans les differents types d'experiences montrent que ie compose BD 40 est un 
puissant inhibiteur de la transcriptase inverse du virus HIV 1 . 

De plus, ce compose est capable, a des concentrations tres faibles, d'inhiber la production virale de 
lymphocytes peripheriques infectes par le virus HIV 1 . 

L'absence totale de virus produit jusqu'au jour 42 pour les doses les plus eievees et non toxiques, ainsi 
35 que les experiences de preincubation des cellules avec le BD 40 avant infection, montrent que ie compose 
BD 40 agit a des stades tres precoces de I'infection par le virus HIV 1 . 

On peut penser que par son action inhibitrice sur I'activite de la transcriptase inverse, il emp§che la 
transcription de I'ARN viral et done son integration au genome cellulaire. 

40 

IV/ - Action inhibitrice du BD 40 sur la replication du virus HIV 1 dans les macrophages 

Les macrophages ont ete isoles a partir du sang peripherique par adherence. On les a infectes par du 
virus HIV 1 (de 5000 a 25000 cpm (RT en cpm par ml)). 3 a 7 jours apres, les macrophages ont ete eclates 
45 par congeiation/de congelation et le virus a ete revele par une coculture avec une lignee lymphoblastoVde 
(CEM ou lymphocytes du sang peripherique). 

Differentes doses de trichlorhydrate de BD 40 (ci-apres BD 40) ont ete testees, le produit etant ajoute 
au milieu de culture au moment de I'infection. 

Dans ces conditions experimentales, alors que I'infection virale temoin montre une production de virus 
so dans les 3 a 7 jours apres la coculture, par contre pour les macrophages traites avec le BD 40 on constate 
une diminution du nombre de virus, par mesure de I'activite reverse-transcriptase, et un retard d'apparition 
confirmant ainsi une inhibition partielle de la replication du virus. Cette inhibition se traduit par un retard de 
2 jours aux doses non toxiques de 10 et 15 ng/ml de BD 40. 

Ces resultats mettent done bien en evidence que Taction du BD 40 sur I'inhibition de la replication du 
55 virus HIV ne se limite pas aux seuls lymphocytes mais concerne egalement les macrophages infectes. 



V/ - Inhibition de la reserve transcriptase du virus HIV chez les maiades traites par le BD 40 
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trichlorhydrate 

Lors d'un essai clinique chez 12 malades souffrant d'un SIDA avere avec sarcome de Kaposi traites par 
des injections de trichlorhydrate de BD 40 en perfusion a des doses comprises entre 50 et 300 mg/m 2 /jour 
par cures de 3 jours consecutifs a intervalles de 3 semaines, des mesures de I'activite reverse transcriptase 
(RT) dans les cellules sanguines ont ete pratiquees avant administration et aux 4e et 15e jours apres le 
debut de chaque cure. 

La technique de mesure est la meme que celle utilises dans les tests II et III ci-dessus. Les resultats 
obtenus sont les suivants : 

- 8 cures sont evaluables a regard des criteres adopted, c'est-a-dire dans la mesure ou I'activite reverse 
transcriptase a ete mesurable pour le malade considere et ou sa valeur au jour 4 de la cure est encadred 
par des valeurs connues au jour 15 de la cure precedents et au jour 15 de la cure considered ; 

- sur ces 8 cures evaluables, dans 7 cas la valeur au jour 4 est inferieure aux valeurs qui I'encadrent 
indiquant I'existence d'un inhibition nette de la reverse transcriptase ; 

- sur ces 7 cas, dans 4 d'entre eux I'activite reverse transcriptase est ramenee a 0 (ou a une valeur 
negligeable, non stgnificativement differente de 0) ; 

- sur ces 7 cas, si I'on normalise les valeurs obtenues en les exprimant en % de la valeur la plus eievee 
mesured pour le malade considere, les moyennes obtenues sont les suivantes : 

- RT au J15 de la cure precedents : 72,3 

- RT au J4 de la cure precedents : 9,7 

- RT au J15 de la cure considered : 62,4 

I'inhibition est done tres evidente au 4e jour de la cure ; 

- ces 7 cas sont obtenus aux doses suivantes (en mg/m2/administration) 2 fois a 50, 3 fois a 200, 1 fois a 
250 et 1 fois a 300. 

Toutes ces doses sont cliniquement parfaitement tolereds. 

L'ensemble de ces resultats demontre qu'en situation clinique I'administration de BD 40 trichlorhydrate 
est effectivement capable de provoquer une inhibition marquee de la reverse transcriptase, une enzyme 
indispensable a la replication du virus, et que le BO 40 peut done etre un medicament approprie au 
traitement des etats pathologiques dus a I'infection par le virus HIV. Des travaux uiterieurs preciseront les 
modalites optimales de traitement permettant d'obtenir le meilleur benefice therapeutique. 

Le BD 40 se presents done comme un excellent agent antiviral dont ('action sur les virus HIV ainsi que 
la toxicite relativement faibie observed chez I'homme, justifient son utilisation pour le traitement du SIDA. 

Les composes de formule I definis ci-apres ont egalement donne des resultats sensiblement analogues 



BR 1376 R 1 : H 
R 2 : CI 



CH, 



'3 



BD 39 
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CI 
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BD 53 R i : 



NH-(CH 2 ) 3 -N. 



CH 3 




H 
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BP 55 R a : NH-(CH 2 ) 2 -N; 



R 2 : H 



/ CH 2~ CH 3 

^CHg-CHg 



BP 96 R a : NH-CH-(CH 2 ) 3 -N 



/ CH 2~ CH 3 



CH 2 -CH 3 



R 2 : H 



BP 92 R x ': NH-(CH 2 ) 3 -NH 2 



R 2 : H 



Revendications 

1. Utilisation des dipyrido [4,3-b] [3.4-f] indoles de formule : 




dans laquelle : 

- Ri est I'hydrogene, le groupe hydroxy, un groupe alkyle en Ci-Ce, un groupe alkyi(Ci-Cs)thio, un groupe 
alcoxy en Ci-C G , un halogene, de preference le chlore ou un groupe amino non substitue ou substitue par 
un groupe de formule : 



" f H - < CH 2>n 
R 5 



- N 



/ R 3 



dans laquelle R 3 et FU identiques ou differents. represented chacun I'hydrogene ou un radical alkyle en Ci- 
C 6 , R 5 represente I'hydrogene ou un radical alkyle en Ci-C 6 et n represente un nombre entier de 1 a 10 ; 
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- R2 est I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C*, 

et de leurs sels pharmaceutiquement acceptabies, pour la preparation de medicaments utiles pour le 
traitement du SI DA. 

2. Utilisation selon la revendication 1 , caracterisee en ce que les dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indoles sont les 
5 composes repondant a la -formule i dans laquelle : 

- R T est I'hydrogene, le chlore ou un groupe de formule 



/ R 3 

-NH-CH-(CH 2 ) n -N 

R 5 X *4 



15 dans laquelle n est un nombre entier compris entre 1 et 4, R 3 et R* identiques ou differents, represented 
I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ci-C 6 , de preference en Ci-C* ; Rs est I'hydrogene ou un groupe 
alkyle en C1-C4, de preference le groupe methyle, 

- R 2 est I'hydrogene ou un groupe alkyle en Ct-C*, de preference ie groupe methyle ainsi que leurs sels 
pharmaceutiquement acceptabies. 
20 3. Utilisation selon I'une des revendications 1 ou 2, caracterisee en ce que le dipyrido [4,3-b] [3,4-f] 
indole est le 1- ( -diethylaminopropyl)amino -5-methyl-dipyrido [4,3-b] [3,4-f] indole <BD 40). 

4. Utilisation selon la revendication 3, caracterisee en ce que le BD 40 est sous forme de trichlorhydra- 

te. 



30 



35 



40 



45 



50 



EP0 394 112 A2 



FIG.1 



INHIBITION DE LA REVERSE TRANSCRIPTASE DE HIVi 
PAR L'AGENT BD40 



RT en cpm 
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FIG.2 



MECANtSME D'ACTION DU BD40 SUR L'INFECTION 
DE LYMPHOCYTES DU SANG PERIPHERIQUE PAR HIV 



FIG. 2a 



FIG.2b 



Preincubation 1 h 



RT 
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Culture 
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RT 
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Contrdle HIV 
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FIG. 2c 



FIG. 2d 
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FIG. 3 



ACTION DU BD40 SUR LA PRODUCTION DU VIRUS HIV 
PAR LES LYMPHOCYTES PER1PHERIQUES 



RT en cpm 

0 Conlrdt* HIV 

A 3,12 ng/mi 

O 6,25 ng/mi 

□ 12,5 ng/ml 

A 25 ng/ml 




> Jours 



3,10 



